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Seleccion e identificacion molecular de bacterias potencialmente
probidticas aisladas del intestino y branquias de Oncorhynchus mykiss
provenientes del departamento de Cajamarca

Billy Merlin Lucano Lépez *
RESUMEN

El objetivo de este trabajo de investigacion fue seleccionar e identificar molecularmente
bacterias con potencial probidtico como una alternativa al uso de antibi6ticos en la
acuicultura. Se logro aislar 29 bacterias candidatas a probioticos de las regiones del
intestino posterior y branquias de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), a traves de
pruebas bioquimicas se evalud la capacidad probidtica in vitro como: actividad
hemolitica, resistencia a diferentes pH (2, 4 y 6.5), antagonismo frente a bacterias
patogenas (Streptococcus agalactiae, Aeromona hydropyla y Lactococcus garvieae),
ensayos proteoliticos, ensayos amiloliticos y sensibilidad a tres antibioticos permitidos en
los sistemas de cultivo en el Pert (Ampicilina 10ug, Florfenicol 30ug, Tetraciclina 30ug)
obteniendo 14 bacterias con potencial probidtico. Tres especies de bacterias cumplieron
las caracteristicas probioticas y fueron identificadas molecularmente a través del gen 16S
ARNr como Lactococcus lactis, Enterococcus hirae y Lactococcus sp. las que podrian

ser utilizadas en la acuicultura.

Palabras clave: Oncorhynchus mykiss, probiotico, Lactoccocus lactis, Lactoccus sp,
Enteroccus hirae, antibiotico
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Selection and molecular identification of potentially probiotic bacteria
isolated from the intestine and gills of Oncorhynchus mykiss from the

department of Cajamarca

Billy Merlin Lucano Lépez *

ABSTRACT

The main of this work was to select and identify molecularly bacteria with probiotic
potential as an alternative to use of antibiotics in aquaculture. There are 29 candidate
bacteria for probiotics from the hindgut regions and branches of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) were recorded. Through biochemical tests, the in vitro probiotic
capacity was evaluated, such as: hemolytic activity, resistance to different pH (2, 4 and
6.5), strong antagonism to pathogenic bacteria (Streptococcus agalactiae, Aeromona
hydropyla and Lactococcus garvieae), proteolytic tests, amylolytic tests and
susceptibility to antibiotics that are highly permitted in culture systems in Peru
(Ampicillin 10ug, Florfenicol 30ug and Tetracycline 30ug) 14 bacteria obtained with
probiotic potential. Many species of bacteria have their characteristic probiotics and have
been molecularly identified through the 16S rRNA gene as Lactococcus lactis,

Enterococcus hirae and Lactococcus sp. where they could be used in aquaculture

Keywords: Oncorhynchus mykiss, probiotic, Lactococcus lactis, Lactococcus sp,

Enterococcus hirae, antibiot
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| INTRODUCCION

El sector pesquero y la acuicultura han registrado un crecimiento debido a la demanda y
consumo de los alimentos acuéticos, actualmente el comercio pesquero es un 300% mayor
y la produccion de la acuicultura 200% mayor, esto ha provocado un aumento en el
consumo per cépita, casi 40% mas alto que en 1995 (Organizacién de las Naciones Unidas
para la alimentacién y la agricultura [FAO], 2021). Asi mismo, casi todo el pescado

procedente de la acuicultura se destina al consumo humano (Assefa & Abunna, 2018)

Una de las especies representativas provenientes del sector productivo acuicola peruano,
es la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con voliumenes de produccion que han
aumentado significativamente, siendo los principales productores nacionales: Puno,
Huancavelica y Junin, superando a las producciones de langostino (Litopenaeus vannamei)
y concha de abanico (Argopecten pupuratus) (Ministerio de la Produccion [PRODUCE],
2018; Organismo Nacional de Sanidad Pesquera [SANIPES], 2020a).

Pero, esta industria también se encuentra amenazada por brotes de infecciones virales,
bacterianas y fungicas las que han causado pérdidas economicas devastadoras en el sector
acuicola mundial, en China se reporto pérdidas de hasta 750 millones de ddlares en 1993,
mientras que en la India se informé pérdidas de 210 millones de ddlares entre 1995 y 1996.
(Martinez et al., 2012).

Frente a estas infecciones, una medida rapida es la utilizacién de antibidticos en la
acuicultura, lo que produce efectos secundarios en el desarrollo de resistencia por parte de
los microorganismos (Assefa & Abunna, 2018). La resistencia antibiotica se adquiere de
dos formas: mutacion cromosémica o adquisicion de plasmidos; estos mismos ocasionan
ineficacia en el tratamiento y un incremento en los costos de produccidn de las piscigranjas

obteniendo menores niveles de supervivencia (Martinez et al., 2012).

14



Una alternativa saludable para las poblaciones en cultivo contra enfermedades es el uso de
probiodticos que son utilizados ampliamente (Assefa & Abunna, 2018; Martinez et al.,
2012) desde hace muchos afios en humanos como en animales, principalmente bacterias
acido lacticas y levaduras. Ademas, se destaca que en los ultimos afios el sector acuicola
ha promovido e incrementado su empleo debido a los efectos positivos que confieren al
hospedero como, por ejemplo: potencian el sistema, disminuyen el numero de

microorganismos patdgenos y mejoran tasas de crecimiento (Quevedo, 2020).

15



Il REVISION DE LITERATURA

En el Peru existen varios tipos de sistemas acuicolas, en la que destacan: produccion en
jaulas flotantes, estanques de concreto y tierra, siendo uno de los sistemas mas utilizados
el de jaulas flotantes en el cultivo de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) (Fondo
nacional de desarrollo pesquero [FONDEPES], 2004).

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en el 2019 alcanzé una produccién acuicola
nacional de 48 753,70 toneladas métricas representando el 67 % de la produccion anual
(SANIPES, 2020a).

2.1 Biologia

Oncorhynchus mykiss pertenece a la familia salmonidae descrita taxonomicamente por
(Walbaum, 1792). Estéa especie es de cuerpo comprimido alargado, de tamafio y condicién
sexual variada, coloracion rojiza en las franjas laterales de ambos lados, escamas lisas de
115-130 en la fila lateral media, 16-17 branquiespinas; los machos reproductores no
presentan joroba y juveniles sin marcas, tienen otolitos ciclicos de forma fusiforme y de

aleta adiposa superior dorsal. Alcanzan una longitud de hasta 60 cm (FONDEPES, 2004).

2.2 Taxonomia

Segun Walbaum (1792) lo ubica de la siguiente manera:
Nombre comun: Trucha arcoiris
Clase: Osteichthyes
Orden: Clupeiforme
Familia: Salmonidae
Género: Oncorhynchus

Especie: Oncorhynchus mykiss

16



2.3 Habitat y Distribucion

En su habitat natural la trucha arco iris predomina en aguas frias como las riberas, lagos,
lagunas y rios pedregosos con moderadas corrientes, toleran variaciones de temperatura
que oscilan entre 0 °C a 27 °C (FONDEPES, 2004) y también son nativas del Pacifico
Norte de Ameérica, pertenecientes a la familia Salmonidae, fueron introducidas en
diferentes paises por su adaptabilidad en cautiverio y también como pesca deportiva; en la
actualidad su distribucion abarca gran parte del mundo como en paises de Argentina,
Brasil, Bolivia Chile, Colombia, Ecuador, Per' y Venezuela (MacCrimmon, 1971).

2.4  Habitos alimenticios

Es un depredador con habito carnivoro, se alimenta de muchas variedades de animales,
como insectos, crustaceos, moluscos, peces pequefios, huevos de peces, y también en
vegetales, pero de forma mas limitada (FONDEPES, 2004).

2.5  Aspectos reproductivos

O. mykiss presenta dimorfismo sexual en su etapa de madurez, donde los machos presentan
un alargamiento del maxilar inferior y una ligera curvatura en su dorso, alcanzando su
madurez sexual en el espacio de 12 meses a 18 meses; sin embargo, en las hembras
representa 24 meses como minimo. Poseen reproduccioén ovipara, y los tiempos de
reproduccion son anuales iniciando en abril y extendiéndose hasta el mes de septiembre,
siendo los meses de junio y julio de mayor reproduccion, este desarrollo se da tanto en
ambientes naturales como también en ambientes controlados o en cautiverio (FONDEPES,
2004).
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2.6  Patologias de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

El cultivo de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en los dltimos afios se manifiesta como
una actividad econémica de rapido crecimiento en el Peru; sin embargo, como en otros
paises las enfermedades infecciosas es una de las principales limitantes en la produccion,
generando enfermedades como Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum,
Aeromona salminicida y recientemente Weissella ceti (Bravo & Kojagura, 2004;
Castrejon-N4jera et al., 2018; FONDEPES, 2014).

2.7 Yersinia ruckeri

El agente infeccioso Yersinia ruckeri fue aislado maltiples veces en trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) en el estado de Idhao Colorado, Arizona, Nevada; California (EE.
UU) emergiendo como un grave problema economico, realizando multiples
investigaciones para tratarla (Ross et al., 1966). A nivel nacional, fue reportado por primera

vez en el departamento de Junin (Bravo & Kojagura, 2004).

Multiples estudios la describen como la enfermedad de la boca roja entérica (ERM) que es
producida por el agente infeccioso Y. ruckeri Gram negativa, causando infecciones agudas
y cronicas (Austin & Austin, 2016). La enfermedad se caracteriza por producir inapetencia,
exoftalmia, melanosis y hemorragias subcutaneas alrededor de la boca (Kumar et al., 2015).
Ademas, también afecta a peces marinos y de agua dulce en rangos mayores a 15 °C, en el
inicio las mortalidades suelen no ser tan significativas pero su progresion continua provoca
altas mortalidades (Wrobel et al., 2019).

El tratamiento autorizado para estos tipos de enfermedades actualmente es el uso de

oxitetraciclina, acido oxolinico, amoxicilina, sulfanomida potenciadas con trimetoprima
(Organizacién Mundial de Sanidad Animal [OIE], 2019).
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2.8 Flavobacterium psychrophilum

Flavobacterium psychrophilum es una bacteria Gram negativa conocida como la
enfermedad del sindrome del alevin en la trucha arco iris (RTFS) o también denominado
la enfermedad bacteriana de aguas frias (BCWD), estd enfermedad desafia el bienestar de
los peces y la economia internacional en la acuicultura, distribuyéndose en diferentes
paises, debido a factores ambientales y sus medios de trasmision (horizontal y vertical) a
través de las branquias, piel y vias gastrointestinales (Mufioz-Atienza et al., 2019).

Algunos signos clinicos de la enfermedad en la trucha arcoiris son: lesiones cutaneas
ulceradas en la region dorsal y 6rganos internos; lesiones moderadas a graves en el bazo y
rifion (Leon et al., 2008).

Actualmente no existe una vacuna eficaz contra la enfermedad, pero se han establecido
tratamientos con antibidticos para inhibir o neutralizar el agente infeccioso F.
psychrophilum. Ademas, la administracion de antibioticos por via oral es el tratamiento
maés factible en un diagndstico temprano y directo (Starliper, 2011). Mientras tanto, En
Canada, el Florfenicol (FFN) y la Oxitetraciclina (OTC) son actualmente los dos unicos
antimicrobianos de uso comin, y que tienen cierta eficacia contra la enfermedad,
mencionando al Florfenicol como el primer antimicrobiano utilizado en los cultivos de

trucha arco iris (J. S. Lumsden comunicacion personal, marzo de 2019).

2.9 Aeromona salmonicida

Aeromona salmonicida sbsp. es una bacteria Gram negativa causante de la enfermedad
denominada forunculosis que afecta a salmdnidos y a otras especies acuaticas, ademas es
un problema que afecta la produccion de trucha arcoiris en el mundo, provocando altas
mortalidades y morbilidad (Janda & Abbott, 2010). Los signos clinicos que presenta son:
lesiones ulcerativas, letargia, sepsis hemorragica e inapetencia (Dallaire-Dufresne et al.,
2014).
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Los antibidticos que estan aprobados por la Direccion de Medicamentos veterinarios de
Health Canadd (VDD) para el tratamiento de forunculosis, son las siguientes:
oxitetraciclina, florfenicol [un analogo del cloranfenicol], sulfadimetoxina / ormetoprim y
sulfadiazina / trimetoprim (Trudel et al., 2016). Cabe mencionar que el uso intensivo e
incorrecto de estos antibidticos en el tratamiento de enfermedades emergentes esta
relacionado con cepas resistentes a antibidtico.

2.10 Weissella ceti

El primer caso de infeccion por Weisselosis se reportd en una granja de truchas arco iris en
China en el 2009 (Liu et al., 2009 citado en Castrejon-Najera et al., 2018). La emergencia
de Weisselosis en el Perd, se reporto por primera vez en Puno en el lago Titicaca durante
la temporada pluvial, las mortalidades se presentaron en temperaturas superiores a 15 °C

en peces mayores a 100 g (Medina et al., 2020).

Los signos clinicos que presenta la enfermedad en el cultivo de trucha arcoiris son:
melanosis, distension abdominal, exoftalmia, opacidad corneal, branquias palidas,
manchas blanquecinas multifocales y diseminadas en el higado; hemorragias en la vejiga

natatoria y superficie parietal del musculo (Castrejon-Najera et al., 2018).

La alternativa mas eficiente para contrarrestar a la Weisselosis, se realizé en Brasil donde
dos vacunas candidatas, denominadas adyuvante oleoso y bacterina, durante un periodo de
60 dias post infeccion en ambientes controlado, la vacuna adyuvante oleoso logro mostrar
una proteccion del 92%, superando a la vacuna de bacterina con un 58% (Costa et al.,
2015).
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2.11 Probidticos en la acuicultura

Los probidticos son una alternativa viable en la acuicultura, ofreciendo beneficios al
hospedero como: ayudando a mejorar la funcién de la barrera epitelial, secretando
sustancias antibacterianas e inhibiendo patégenos (Rijkers et al., 2010).

Estudios recientes concuerdan que los microorganismos probioticos mas utilizados en la
acuicultura son las bacterias acido lacticas (Quevedo, 2020; Xia et al., 2019). Estas
bacterias son aisladas de diferentes partes del organismo, cominmente en intestino y
branquias. Sin embargo, se estan realizando pruebas postbidticas (productos o
subproductos metabolicos) que son compuestos bioactivos secretados por bacterias acido
lacticas vivas, que podrian ofrecer un beneficio bioquimico y fisiologico al hospedero,
volviéndose una alternativa potencial en su utilizacion (Aguilar-Toala et al., 2018; Mora-
Sanchez et al., 2020).
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1l MATERIALES Y METODOS

3.1 Material bioldgico.

- 5 ejemplares de trucha arcoiris (Onconrhynchus mykiss)

3.2 Infraestructura, equipos y materiales.

Infraestructura
- Laboratorio de microbiologia y biologia molecular
- Area de microbiologia
- Area de extraccion de ADN
- AreadePCR

Equipos
- 1 camara de flujo laminar horizontal clase |
-1 microscopio binocular con resolucion de 400x
- 1termociclador de PCR
- 1termoblock
- 1autoclave en PA/ °C
- 1lvortex 240 W.
- 1 balanza analitica con precision de 0,01 g.
- lincubadora
- 1 centrifugadora
- 1refrigeradora de -20 °C
-1 microondas
Insumos
- 1 frasco de medio TSB
- 1 frasco de medio TSA
- 1 frasco de medio MRS caldo y Agar
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2 frascos de hipoclorito de sodio al 5% comercial
1 frasco de medio agar almidon (amilasa)

1 frasco de medio agar leche (protedlisis)

1 frasco de medio agar sangre (hemolisis)

1 frasco de H202

1 frasco de NaOH

1 frasco de HCI

1 frasco de pruebas de oxidasa

1 frasco de oxitetraciclina, cloranfenicol y amoxicilina
1 frasco de agua ultrapura

1 frasco de azul violeta

1 frasco de Lugol

1 frasco de acetona

1 frasco de safranina

Taq buffer 10x

MgCl, MgSos

Dntp’s

Primers Forward y Reverse

Taq polimerasa

Safe View classic

Agarosa

TAE 1X

1 galdn de agua destilada

Materiales

1 pH-metro

1 bagueta y un vaso de precipitacion

1 probeta graduada de 50 ml

1 mascarilla anti-gas certificada

1 juego de pipetas de 0.5-10 ul, 20-200 ul, 100-1000 ul.
4 gradillas para microtubos de 1.5 ml y 0.2 ml

1 bolsa de microtubos de 1.5 ml y de 0.2 ml
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3 frascos de vidrio graduados de laboratorio
1 gaveta mediana

2 tijeras medianas

1 rollo de parafilm

1 rollo de bolsas de 40 x 25

4 cintas masking type grande

5 cintas adhesivas

2 cintas de embalaje grande

6 rollos de papel toalla

1 rollos de papel aluminio

6 jeringas de extraccion de sangre.
1 camara fotografica

70 placas Petri

2 rotuladores

5 rollos de papel Kraft

1 bolsa de falcén de 50 mly 15 ml
1 cooler de hielo seco

6 cajas de puntas de 1000 ul

6 cajas de puntas de 100-200 ul

2 cajas de puntas de 10 ul

6 racks de laboratorio

2 cajas de guantes de nitrilo talla L
1 caja de mascarillas de tela

4 frascos de alcohol de 96 °C

1 rociador de alcohol

1 paquete de ldminas portaobjetos

1 paquete de ldminas cubreobjetos
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3.3 Poblacién y muestra

3.3.1 Pablacion.

La poblacion de estudio estd conformada por todas las truchas arcoiris
(Oncorhynchus mikyss) de las piscigranjas de Cajamarca.

3.3.2 Muestra.

La muestra esta conformada por 5 truchas arcoiris (Oncorhynchus mikyss) entre
hembras y machos de las piscigranjas de Cajamarca.

3.4 Métodos

3.4.1 Lugar de ejecucion.

El experimento se llevo a cabo en el Laboratorio de biologia molecular de la entidad
privada Incabiotec S.A.C ubicado en el departamento de Tumbes, en las coordenadas
geogréficas Latitud: -3.5724199450489293 y Longitud: -80.45843642384656

3.4.2 Toma de muestra de trucha arcoiris.

Se realizo la seleccion de los peces sin mostrar signos clinicos de alguna enfermedad,
fueron capturados con la ayuda de un chayo y fueron colocados en un envase de
Tecnopor con 8 000 ml para mantenerlos vivos durante el traslado (Quispe, 2017).
Después de ser traslados al area de diseccion los peces fueron anestesiados con

eugenol a una concentracion de aproximadamente de 50 ppm (Keene et al., 1998).

Posteriormente se realizd la desinfeccion con etanol al 70% y se procedio a
diseccionar la cavidad peritoneal cortando pequefios fragmentos del intestino

posterior los que fueron introducidos en tubos Falcon de 50 ml con 15 ml de Man
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Rogosa Sharpe Broth (MRS). Luego se realiz6 un frotis branquial utilizando hisopos
estériles colocados también en tubos Falcon de 50 ml con 15 ml de MRS Broth
(Castarieda et al., 2018; Quispe, 2017).

3.4.3 Aislamiento de bacterias candidatas a probidticos

Las muestras de branquias e intestino se transportaron durante 24 horas en un
Tecnopor, con gel pack desde Cajamarca — Chiclayo — Tumbes. En el laboratorio se
procedié a reactivar las muestras codificadas en medio MRS Broth y se incub6
durante 24 h a 30 °C.

Se realizaron diluciones seriadas (desde 10 hasta 10) y se sub cultivaron en placas
Petri con medio agar MRS a 30 °C durante 24 h, transcurrido el tiempo de
proliferacion de las bacterias fueron visualizadas microscopicamente (Castafieda et
al., 2018). Obtenidas las colonias puras se conservaron en glicerol al 15% del
volumen total a -20 °C, obteniendo las muestras stock para su evaluacién y mayor

durabilidad hasta la culminacién de las pruebas microbiolégicas.

3.4.4 Evaluaciones bioquimicas de bacterias candidatas a probidticos
Las siguientes evaluaciones in vitro permitieron caracterizar bacterias por tincion de

Gram, en forma, color y tamafio; también seleccionar bacterias tolerantes al pH

gastrointestinal, pruebas oxidativas y cataliticas.
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3.4.5 Tincion de Gram

Para la técnica de tincion de Gram se utilizo cristal violeta por un minuto, Lugol por
un minuto, acetona por treinta segundos y safranina por un minuto (Bartholomew &

Mittwer, 1952). Luego se procedié a observar en el microscopio a 1000X.

3.4.6 Catalasa

Se realiz6 un frotis de la colonia bacteriana que fue colocado en un portaobjeto con
una gota de peréxido de hidrogeno. Posteriormente con un tiempo de espera de 5
minutos se observo la reaccion quimica para determinar bacterias aerobicas o

anaeroébicas.

3.4.7 Oxidasa

La evaluacion se realizo en tirantes de citocromo ¢ oxidasa de la marca comercial
Mikrobiologie Bactiden® Oxidase, un leve frotis de la colonia fue frotado en el
tirante con un tiempo de espera de 5 minutos, y la revelacion de los resultados se
evaluo cualitativamente: color crema como resultado negativo, y color fucsia como

resultado positivo.

3.4.8 Actividad hemolitica

Se cultivo en placas de agar sangre al 5% p/v por triplicado por el método de estriado
y se incubd durante 48 h a 30 °C (Do Vale Pereira et al., 2017). La actividad
hemolitica de las bacterias candidatas a probidticos fue clasificada y descrita de
acuerdo a Rodriguez, 2009 (Tabla 1). Posteriormente se seleccionaron las bacterias

clasificadas como gammas hemoliticas, consideradas como no patégenas.
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Tabla 1. Clasificacion y descripcion de actividad hemolitica de las bacterias candidatas a
probioticos.

Clasificacion Descripcion

a-hemolisis o | Clarificacion parcial alrededor de las colinas, coloracion
hemélisis verdosa en el medio de cultivo.

incompleta

B-hemolisis o | Clarificacion con actividad hemolitica total alrededor de

hemolisis las colonias en el medio de cultivo
verdadera
y-hemolisis Clarificacion del medio de cultivo alrededor de las

colonias sin actividad

3.4.9 Tolerancia al pH gastrointestinal

Alicuotas del medio MRS caldo fueron ajustados hasta los valores de pH 2.0, 4.0y
6.5 (caldo MRS-control) con ayuda de HCIl y NaOH, se agreg6 20 ul de bacteria y se
incubd a 30 °C durante 24 h (Quevedo, 2020). Seleccionando las cepas bacterianas

con crecimiento igual o menor a pH 4.

3.4.10 Antagonismo con bacterias patogenas

Las baterias patdgenas Aeromona hydrophila, Lactococcus garviae y Streptococcus
agalactiae aisladas de peces, fueron cultivadas en medio Triptic Soy Broth (TSB)
durante 24 h'y se incubd a 30 °C, después del crecimiento bacteriano se inoculo 100
ul de cada bacteria patdgena en placas del medio Triptic Soy Agar (TSA) por
triplicado mediante el método de esparcimiento, luego se realizaron pocillos con la
ayuda de puntas estériles de pipeta y se agregd 30 ul (1x10 a la 8 UFC/ml) de las
bacterias candidatas a probidticos y se incubd a 30 °C durante 24 h, la actividad
inhibitoria fue calculada en milimetros (mm), siendo positivas las zonas claras

alrededor de la colonia (Zatan et al., 2020).
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3.4.11 Sensibilidad antibidtica

Para las pruebas de sensibilidad antibiotica se utilizd Cloranfenicol, Ampicilina y
Tetraciclina, previamente las bacterias fueron activadas en medio MRS Broth,
después esparcidas por toda la placa en el medio Mueller Hinton agar por duplicado,
posteriormente los discos de antibidticos (Cloranfenicol, Ampicilina y Tetraciclina)
de la marca Becton Dickinson, BBL fueron colocados, y se incubaron a 30 °C durante
48 h (Gutiérrez, 2016). Los resultados se interpretaron por el didmetro de inhibicién
como: Sensible(S), Intermedio (1) y Resistente (R) (Tabla 2) (Coyle et al., 2005).

Tabla 2. Clasificacion de los antimicrobianos por didmetro de inhibicién en disco de difusién

Método Sensible Intermedio Resistente
Difusion de Disco (mm) >21 17-20 <16
CIM (ug/mL) <2 4 >8

3.4.12 Ensayo proteolitico

La actividad proteolitica se evalué sobre el medio agar Skim Milk (10%) que se
utiliz6 como fuente de proteina y fue trabajado por triplicado. Se procedi6 a sembrar
por estria las bacterias candidata a probiotica y se incubdé a 30 °C durante 24 h
(Castafieda et al., 2018). Los resultados positivos se observaron por halo transparente

alrededor de la bacteria estriada.

3.4.13 Ensayo amilasico

La actividad amilolitica se determiné en cultivos de agar almidén (2.5%) por
triplicado, las bacterias candidatas a probidticos se sembré por estria en agar almidén
y se incub6 a 30 °C durante 24 h, después del crecimiento bacteriano en las placas

agar almidon se vertié yodo de Lugol al 1%, donde se debe observar la produccion
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amilolitica como una zona clara alrededor de la estria (+) o sin la presencia de

presencia de esta zona clara (-) (Reda et al., 2018).

3.4.14 Extraccion de ADN bacteriano PBS 1X

© © N o g Bk~ wDN

Ll el i =
w N kO

Se utilizé el protocolo de extraccion PBS 1X estandarizado en el laboratorio de
biologia molecular de Incabiotec S.A.C:

Microcentrifugar a 10 000 rpm por 2 minutos los tubos que contienen el medio de
cultivo en caldo con la bacteria cultivada.

Eliminar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 500 pl de PBS 1X.
Vortexear las muestras hasta disolver el pellet.

Microcentrifugar a 10000 rpm por 2 minutos.

Eliminar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 200 ul de TE 1X.
Llevar a ebullicion por 10 minutos.

Inmediatamente colocar sobre hielo por 5 minutos.

Microcentrifugar a 10 000 rpm por 2 minuto.

Transferir el sobrenadante (100 puL aproximadamente) a un nuevo microtubo.
Agregar 1 pl de ARNasa (0.1 mg/ml).

. Incubar 65 °C por 15 minutos o 1 hora a 37 °C.

Realizar la dilucién (dependiendo de la concentracion) con agua ultra pura.

. Tomar 1 pl para la PCR.

3.4.15 Electroforesis

Se realizo la preparacion de un gel de agarosa al 1.5% en 50 ml de TAE 1x agregando
2.5 ul de Safe View classic (Castafieda et al., 2018), luego se vertié en un molde

horizontal de plastico que solidifica en 15 minutos, después se tomé 4 ul de las
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muestras amplificadas y se homogenizd cada una con 1 ul de buffer de carga y
colocadas en los pocillos del gel respectivamente. La fuente de poder fue programada
a 110 Voltios (V) y 160 Amperios (AMP) por 25 minutos, transcurrido el tiempo se
transfirié a una cAmara ultravioleta (UV) donde se observo las bandas expresadas por
intensidad.

3.4.16 PCR 16S rRNA

Obtenidos los resultados anteriores se procedio a evaluar los reactivos a utilizar en el
proceso de la PCR 16S rRNA calculando las cantidades por muestra (Tabla 3) y
utilizando cebadores universales F518 (Forward 5
CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3) y R800 (Reverse 5'-
TACCAGGGTATCTAATCC-3"), en las siguientes condiciones: un ciclo a 94 °C
durante 5 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 30 s, 58 °C durante 45 s, 72 °C
durante 1 miny 30 s, y un ciclo final de 72 °C durante 6 min (Castarieda et al., 2018).

Tabla 3. Calculos de cantidades en PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

PCR 16S rRNA /Muestra
Concentracion Concentracion Cantidades

Reactivos Inicial final (ul)
Aup - - 17.3 ul
Taq buffer (Promega) 5x 1x 5 ul
Dntp’s 10 mM 0.2 mM 0.5 ul
Forward 15 uM 0.3 uM 0.5 ul
Reverse 15 uM 0.3 uM 0.5 ul
Taq polymerase - - 0.2 ul
DNA Sample - - 1ul
TOTAL 25 ul
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3.4.17 Secuenciamiento y analisis de nucleétidos

Los amplicones positivos, fueron enviados a la empresa Macrogen, para el servicio
de secuenciamiento de doble cadena Fw (Forward) y Rv (Reverse) los codigos de las
bacterias se alinearon con los codigos de secuenciamiento enviados a Macrogen
(Tabla 4). Las secuencias obtenidas fueron procesadas en el programa informatico
BioEdit, y los analisis de identificacion molecular fueron a través de la herramienta
NCBL Blast: Nucleotide sequence.

Tabla 4. Cddigos de secuenciamiento

N© Cepario C?d' _
Secuenciamiento
1 IPS5SR1 BT8.8
2 HB4(3) BT11
3 IP5(3) BT10
4 HB4(1) BT9
5 IP2(6) BT15
6 HB4(5) BT2
7 HB4(2) BT6
8 HB5(5) BT12
9 IP2(4) BT13
10 IPS5R2 BT4
11 IP5(1) BT8
12 IP3(1) BT1
13 IP1(5) BT3
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4.1

4.2

4.3

IV RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y purificacion de bacterias

Se aisl6 un total de 29 cepas bacterianas, 14 a partir del intestino posterior y 15 de
branquias de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) siendo cantidades menores a las
obtenidos por (Quevedo, 2020) quien reportd un aislamiento de 200 cepas
bacterianas cultivadas en MRS agar a partir de la mucosa intestinal de trucha arcoiris
y Pérez et al., (2011) quienes reportaron 335 bacterias aisladas del mucus intestinal,
branquial y cutaneo de trucha arcoiris, con el fin de obtener potenciales bacterias
probidticas.

Técnica para el diagndstico de bacterias probioticas

En la técnica de tincion de Gram se identificaron 12 bacterias Gram negativas y 17
Gram positivas; también se evidenci0 dos morfologias: cocos (17.25%) vy
cocobacillus (82.75%); asi mismo en Gutiérrez, (2016) menciona que selecciond

aquellas bacterias cocos Gram positivos como candidatas a probioticos.

Ademas, en el ensayo de catalasa se obtuvieron dos resultados positivos y en el
ensayo de oxidasa fue negativo, los datos difieren con Quevedo, (2020), que obtuvo
oxidasa y catalasa negativa para todos los aislados bacterianos. Sin embargo, se
utiliz6 MRS Broth y agar para el aislamiento de bacterias acido-lacticas también
usado por Gutiérrez, (2016) pero diferente al usado por (Hoseinifar et al., 2018,
Ringg et al., 2018) quienes emplearon el medio M17 especificamente para bacterias

del género Lactococcus sp.

Actividad hemolitica

Se obtuvieron 11 aislados bacterianos con actividad B-hemolisis, 1 con actividad o-

hemdlisis y 17 con actividad y-hemolisis, estas Ultimas se seleccionaron como cepas
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candidatas a probidticos por no presentar caracteristicas de virulencia como la
actividad hemolitica (Tabla 5) esta cantidad fue menor a la registrada por Quevedo,
(2020) quien reportd 10 de 14 aislados bacterianos no generaron ningun tipo de
actividad hemolitica y fueron considerados como candidatas a probioticos.
Diferentes estudios demuestran que las bacterias que no poseen actividad hemolitica
son consideradas como potenciales candidatas a probioticos (Castafieda et al., 2018;
Do Vale Pereira et al., 2017)

Tabla 5. Evaluacion de bacterias candidatas a probidticos con actividad hemolitica

Actividad Hemolitica Actividad Hemolitica
Cadigo de Cadigo de
bacteria * - v bacteria . - Y_
hemélisis  hemolisis  hemolisis hemdlisis  hemolisis  hemolisis
IP4(2) + - - HB3(3) - + -
HB5(5) - - + HB4(5) - - +
HB5(6) - - + IP2(2) - - +
IP2(5) - - + IP2(6) - - +
1P2(4) - - + HB4(2) - - +
IP1(5) - - + IP5(1) - - +
IP5R2 - - + IP3(1) - - +
HB4(3) - - + HB3(5) - + -
HB4(4) - + - IP1(3) - + -
IP5(3) - - + HB5(4) - + -
IP5(2) - - + HB5(3) - + -
HB4(1) - - + HB3(4) - + -
HB3(2) - + - HB5(2) - + -
HB3(1) - + - HB5(1) - + -
IP5R1 - - + - - - -
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4.4 Tolerancia al pH gastrointestinal

Se registr6 que las bacterias con los cddigos 1P2(5) e IP2(2) crecieron a la
concentracion de pH 6.5 (control) luego de 24 h; sin embargo, no lograron crecer a
pH 2 ni pH 4, por lo cual fueron descartadas como candidatas a probi6ticos (Tabla
6); cabe mencionar que Quevedo, (2020) y Gutiérrez, (2016) aplicaron el criterio de
tolerancia a la acidez con pH 2.5 y a la alcalinidad de pH 8.5 debido a que estas
condiciones son similares al tracto gastrointestinal y son caracteristicas buscadas en

las cepas candidatas a probioticos.

Los resultados del presente estudio tienen similitud a lo descrito por Rodriguez,
(2009) que sometio a 51 bacterias candidatas a probioticos a diferentes pH, donde 42
bacterias fueron seleccionadas por resistir un pH 2 y pH 4; por otro lado en Reda et
al., (2018) evaluaron 9 bacterias candidatas a probidticos que fueron sometidas a
concentraciones de pH 1, pH 3y pH 7 (control), mostrando crecimiento a todas las
concentraciones de pH; sin embargo, hubo diferencias significativas en el recuento
bacteriano (UFC/ml) lo que indica que, los de mayor rango de crecimiento, tendran

mejores caracteristicas como bacterias potencialmente probioticas.

Tabla 6. Resultados de la tolerancia al pH gastrointestinal

N° Caodigo pH2 pH4 pH 6.5

1 IP1(5) Crecimiento Crecimiento Crecimiento
2 IP2(4) Crecimiento Crecimiento Crecimiento
3 IP2(5)  Sincrecimiento Sin crecimiento Crecimiento
4 IP5R2 Crecimiento Crecimiento Crecimiento
5 IP3(1) Crecimiento Crecimiento Crecimiento
6 IP5(1) Crecimiento Crecimiento Crecimiento
7 IP2(2)  Sincrecimiento Sin crecimiento Crecimiento
8 IP2(6) Crecimiento Crecimiento Crecimiento
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4.5

9 HB4(2) Crecimiento Crecimiento Crecimiento
10 HB5(5) Sincrecimiento  Crecimiento Crecimiento
11 HB5(6) Sincrecimiento  Crecimiento  Crecimiento
12 HB4(3) Crecimiento Crecimiento ~ Crecimiento
13 IP5(3) Crecimiento Crecimiento ~ Crecimiento
14 IP5(2)  Sincrecimiento  Crecimiento  Crecimiento
15 HB4(1) Crecimiento Crecimiento ~ Crecimiento
16 IP5R1 Crecimiento Crecimiento ~ Crecimiento
17 HB4(5) Crecimiento Crecimiento ~ Crecimiento

Antagonismo

Se evaluaron 15 bacterias candidatas a probidticos, 7 presentaron actividad
inhibitoria frente a tres patdgenos: Streptococcus agalactiae (SAG), Lactoccus
garvieae (L3-1) y Aeromona hydrophila (A.H) (Tabla 7). Los resultados en la Figura
1 muestran que las cepas IP1(5), IP3(1), HB4(5) Y HB4(1), con halos de inhibicién
de 6.3, 3, 2.6 y 2.6 mm, respectivamente fueron capaces de inhibir el crecimiento de
de Streptococcus agalactiae. Las cepas IP5(3), HB4(2) y HB4(1), con halos de
inhibicion de 6.3, 6.3 y 5 mm respectivamente, fueron capaces de inhibir el
crecimiento de Lactococcus garvieae. Mientras que las cepas las cepas IP3(1), IP2(6)
y HB4(5), con halos de 4, 3.3, y 2.6 mm respectivamente, inhibieron el crecimiento

de Aeromonas hydropila

Estos resultados difieren por lo dicho en Gutiérrez, (2016) que obtuvo 3 bacterias
candidatas a probioticos aisladas de tilapia con actividad inhibitoria frente a
Streptococcus agalactiae con halos de inhibicién de 35 mm. Asi mismo, Pérez et al.,
(2011) evidencié 8 bacterias candidatas a probioticos aisladas del intestino, 2 de
branquias y 1 del mucus de trucha arcoiris con actividad antagénica frente a
Lacotoccus garvieae, con halos de inhibicion de 15 y 20 mm. Por otro lado, en

Robertson et al., (2000) utilizaron la bacteria Carnobacterium sp aislada del salmén
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como candidata a probidtico, mostrando actividad antagénica frente al patdégeno
Aeromonas hydrophila.; sin embargo, utilizaron la metodologia por rayas cruzadas a

diferencia del presente estudio que fue por pocillos (mm).

Tabla 7. Resultados de inhibicidn de bacterias patgenas in vitro

Streptococcus Lactococcus Aeromona

N°  Cddigo _ _ _
agalactiae garvieae  hydrophila

1 IPSR1 - - +

2 HB4(3) + ; ;

3 IP5(3) + ++ +

4 HB4(1) + ++ +

5  IP5(2) - - -

6 IP2(6) + + +

7  HBA4(5) + + +

8 HB4(2) + ++ +

9  HB5(5) + ; ;
10 HB5(6) - - -
11 1P2(4) - ++ +
12 IPS5R2 - ++ +
13 IP5(1) - ++ +
14 1P3(1) + + ++
15  IP1(5) ++ ++ +

(-) Sin halo de inhibicion, (+) halo de inhibicion de 1 a 3 mm, (++) halo de

inhibicion de 4 a 7 mm.
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Antagonismo Bacteriano

Streptococcus agalactiae Lactococcus garvieae Aeromona hydrophila
Bacterias patogenas

Halo de inhibicién (mm)
o [l N w EaY [05] [e)] ~

mIP5(3) ®mHB4(1) mIP2(6) = HBA4(5) mHB4(2) mIP3(1) mIPL(5)

Figura 1. Bacterias candidatas a probidticos con halos de inhibicion frente a tres

patdégenos

4.6 Sensibilidad antibiotica

Los resultados obtenidos del antibiograma determinaron que dos cepas HB5(5) y
IP3(1) son intermedia sensible y sensible a Ampicilina, la cepa IP5(2) sensible a

Florfenicol y la cepa IP5R1 intermedia sensible y sensible a Tetraciclina (Tabla 8).

Por otro lado, los resultados del presente estudio difieren de los obtenidos en
Castafieda et al., (2018) gque obtuvo cepas resistentes a Tetraciclina. Sin embargo,
fueron similar con Quevedo, (2020) que reportd bacterias sensibles a Florfenicol,
Amoxicilina, Eritromicina y Oxitetraciclina. De igual manera, Gutiérrez, (2016)
obtuvo bacterias sensibles a Amoxicilina, Tetraciclina y Cloranfenicol con halos

superior a 2 mm, indicando que el antibiético es efectivo.
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La OIE, (2019), establece a la los antibidticos utilizados en este estudio como
antimicrobianos importante para el tratamiento enfermedades bacterianas. De la
misma manera estos antibidticos estan permitidos por SANIPES entidad encargada
en el Per0 de autorizar y regular los antibioticos veterinarios utilizados en la
acuicultura (Instituto tecnoldgico pesquero [ITP], 2008; SANIPES, 2021; SANIPES,
2020b).

Tabla 8. Sensibilidad antibiotica a bacterias candidatas a probiéticos

Cddigo de Antibioticos
bacterias  AMP 10 uyg ~ FFC30ug  TE 30 ug
IP5(1) S | S
IP5(3) S |
HB4(2) S |
IP5R1 S
IP5R2 S
IP1(5) S
S
S
S
|
S
S
|

- »n ”m

HB4(5)
HB4(3)
HB4(1)
HB5(5)
IP2(4)
IP2(6)
IP3(1)

v 0u unu nuo nuo nuo nuo nuoom

4.7 Ensayo proteolitico

13 bacterias candidatas a probidticos revelaron zonas claras alrededor de las estrias
confirmando asi la enzima proteasa (Tabla 9). Estos resultados son similares en lo
descrito en Zatan et al., (2020) que obtuvieron todas las bacterias positivas, con zonas
claras alrededor de los pocillos; por otro lado, en Castafieda et al., (2018) obtuvieron

fuerte actividad proteolitica en 2 bacterias candidatas a probioticos.
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Tabla 9. Resultados del ensayo proteolitico

Repeticiones

NUmero Cddigo

P1 P2 P3
1 IPSR1 + + +
2 HB4(3) + + +
3 IP5(3) + + +
4 HB4(1) + + +
5 IP2(6) + + +
6 HB4(5) + + +
7 HB4(2) + + +
8 HB5(5) + + +
9 1P2(4) + + +
10 IP5R2 + + +
11 IP5(1) + + +
12 IP3(1) + + +
13 IP1(5) + + +

4.8 Ensayo amilasico

13 bacterias candidatas a probidticos mostraron ausencia de la enzima amilasa (Tabla
10), presentando una coloracion azul-oscura (Figura 2). Sin embargo, estos datos son
diferentes en Reda et al., (2017) que obtuvieron 5 bacterias con la enzima amilasa

con la capacidad de hidrolizar el almidon, con halos de inhibicion mayores de 7.66 +

1.5 mmy el mas bajo 4.9 + 1.5 mm respectivamente.

Recientes estudios han revelado, que ciertas bacterias acido
antidiabéticas, estando relacionado con la baja actividad amilasica (Yeganeh et al.,

2021). Ademas, estudios en Mondal et al., (2010) han demostrado que las mayores
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bacterias con actividad amilolitica, estan presentes en el intestino anterior, en
comparacion con el posterior, por lo cual explicaria en este estudio la ausencia de la

enzima amilasa.

Figura 2. Ensayo amilasico. K: se observé nula produccion de amilasa, representada

por una coloracion azul-negro

Tabla 10. Resultados del ensay6 amilolitico

Repeticiones
P1 P2 P3
IP5R1 - - -
HB4(3) - - -
IP5(3) - - ]
HB4(1) - - -
IP2(6) - - ]
HB4(5) - - -

N° Caodigo

D O A W N P

7 HB4(2) - ; ]
8 HB5(5) - ; ]
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9 IP2(4) - - -
10 IP5R2 - - -
11 IP5(1) - - -
12 IP3(1) - - -
13 IP1(5) - - -
4.9 Identificacion molecular de bacterias candidatas a probiéticos

1

Muestras positivas amplificadas para el gen 16S rRNA (Figura 3). Los analisis de
secuenciacion por el método de Sanger se realizaron a través de la herramienta NCBL
Blast: Nucleotide sequence, indicaron similitud de las cepas candidatas a probiéticos

con Lactococcus lactis, Lactococcus sp. y Enterococcus hirae (Tabla 11).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 C+ MP C-

Figura 3. Gel de electroforesis (P) donde se puede observar: control positivo (C+),

control positivo (C-), muestras (1-13), marcador de peso 1kb (MP).

Tabla 11. Identificacion molecular de bacterias candidatas a probioticos.

Cadigo de

o Especie identificada % Similitud
Secuenciamiento
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IP5R1 Lactococcus lactis 91.48

HBA4(3) Lactococcus lactis 99.00
IP5(3) Lactococcus lactis 98.88
HB4(1) No se logro identificar -
IP2(6) Lactococcus lactis 100
HB4(5) Lactococcus lactis 99.58
HB4(2) Lactococcus lactis 99.36
HB5(5) Enteroccus hirae 100
IP2(4) Lactococcus lactis 99.57
IP5R2 Lactococcus lactis 99.57
IP5(1) Lactococcus lactis 99.78
IP3(1) Lactococcus lactis 99.71
IP1(5) Lactococcus sp. 99.71

Las bacterias aisladas de las branquias de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
mostraron una similitud con Lactococcus lactis, Enteroccus hirae y las bacterias
aisladas del intestino posterior con Lactococcus lactis y Lactococcus sp. Los
resultados tienen similitud a lo descrito en Quevedo, (2020) y Pérez et al., (2011)
donde bacterias aisladas del intestino y branquias de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) fueron identificadas a nivel molecular obteniendo Lactococcus lactis. Se
debe indicar que la mayoria de las bacterias probidticas provienen del género

Enterococcus sp y Lactococcus sp, Gutiérrez, (2016).

Amplias investigaciones describen a Latococcus lactis como potencial probidtico,
mejorando la salud de diferentes peces, como la trucha arcoiris. Asi mismo;
Latococcus lactis es utilizado como aditivo in vivo en el alimento de trucha arcoiris,
ofreciendo beneficios al huésped como: baja tasa de conversion alimenticia, rapido
crecimiento, optima segregacion de lisozima, estimulacién de actividad enzimatica,
mejores niveles hematoldgicos, resistencia a enfermedades e inhibidores de bacterias
patdgenas como: Lactococcus garviae, Yersnia ruckery y entre otras (Yeganeh et al.,

2021; Dawood et al., 2016; Araujo, 2015).
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Estudios in vivo han demostrado que Enterococcus hirae como aditivo en el alimento
no generan efectos adversos; al contrario ofrecen beneficios como: Optimo
crecimiento, niveles bajos de mortalidad, niveles hematolégicos altos y resistencia a
enfermedades; sin embargo, Enterococcus sp. debido a que diferentes especies de
este género estadn asociados con infecciones graves y resistencia antibiética, son
pocos utilizados como aditivo alimentario; pero diferentes estudios in vitro han
demostrado que son bacterias sobresalientes por su importante actividad
antimicrobiana y potencial probioético (Hanchi et al., 2018; Hamid et al., 2021).

44



V CONCLUSIONES

1. Seaislaron en medio de cultivo MRS, 29 bacterias nativas del intestino posterior e hisopado
de branquias de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en estadio juvenil.

2. Las Siete cepas bacterianas identificadas como: Lactococcus lactis y Lactococcus sp.
presentaron actividad inhibitoria frente a tres patégenos Lactococcus garvieae,
Streptococcus agalactiae y Aeromona hydrophila con halos promedios de inhibicién de

6,3 mm, 4,6 mmy 4 mm.

3. Se identificaron usando la técnica PCR 16S rRNA en 14 cepas candidatas a probioticos, en
las siguientes cepas bacterianas IP5R1, HB4 (3), IP5 (3), IP2 (6), HB4 (5), HB4 (2), IP2
(4), IPS5R2, IP5 (1), IP3 (1) fueron determinadas como Lactococcus lactis con un 91,48 %
a 100 % de identidad; la cepa HB5 (5) determinada como Enteroccus hirae con un 100 %
de identidad; la cepa IP1 (5) determinada como Lactococcus sp. con 99.71% de identidad

y finalmente una cepa no se logro identificar HB4(1).
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VI RECOMENDACIONES

Realizar pruebas in vivo con Enterococcus sp adicionando la cantidad de 10 °a 10 & ufc/g
al alimento balanceado y monitorear los beneficios en el cultivo de Oncorhynchus mykiss.

. Cuantificar los niveles de bacterias probidticas y patdgenas durante las pruebas de

antagonismo.
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Vi

ANEXOS

Anexo 1.  Resultados de tincion de Gram, catalasa y oxidasa.
Tincidn
N° Cddigo Verificacién Descripcidn Catalasa Oxidasa
Gram

1 HB4(3)  Sin contaminacion Coccobacillus Positivo Negativo Negativo
2 HB4(1)  Sin contaminacion Coccobacillus Positivo Negativo Negativo
3 HB5(5) Sin contaminacion Coccos Positivo Negativo Negativo
4 IPI (3) Sin contaminacion  Coccobacillus  Negativo Negativo Negativo
5 HB4(4) Sin contaminacion Coccos Negativo Negativo Negativo
6 IPI (5) Sin contaminacion  Coccobacillus Positivo Negativo Negativo
7 HB3(4)  Sin contaminacion Coccobacillus  Negativo Negativo Negativo
8 HB4(2)  Sin contaminacion Coccobacillus Positivo Negativo Negativo
9 IP2(2) Sin contaminacion Coccos Positivo Negativo Negativo
10 HB3(3)  Sin contaminacion Coccobacillus  Negativo Negativo Negativo
11 HB5(3)  Sin contaminacion Coccobacillus  Negativo Negativo Negativo
12 IP2(4) Sin contaminacion  Coccobacillus Positivo Negativo Negativo
13 IP2(6) Sin contaminacion  Coccobacillus Positivo Negativo Negativo
14 HB4(5)  Sin contaminacion Coccobacillus Positivo Negativo Negativo
15 IP5(2) Sin contaminacion  Coccobacillus Positivo Negativo Negativo
16 IP5(R2)  Sin contaminacion  Coccobacillus Positivo Negativo Negativo
17 IP5(3) Sin contaminacion  Coccobacillus Positivo Negativo Negativo
18 IP2(5) Sin contaminacion Cocos Positivo Positivo Negativo
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19 IP4(2) Sin contaminacion  Coccobacillus Negativo Negativo Negativo
20 IP3(1) Sin contaminacion  Coccobacillus Positivo Negativo Negativo
21 HB3(1)  Sin contaminacion Coccobacillus  Negativo Negativo Negativo
22 IP5(1) Sin contaminacion  Coccobacillus Positivo Negativo Negativo
23 HB5(6)  Sin contaminacion Cocos Positivo Positivo Negativo
24 HB5(2)  Sin contaminacion Coccobacillus  Negativo Negativo Negativo
25 HB3(2)  Sin contaminacion Coccobacillus  Negativo Negativo Negativo
26 HB3(5)  Sin contaminacion Coccobacillus  Negativo Negativo Negativo
27 HB5(4)  Sin contaminacion Coccobacillus  Negativo Negativo Negativo
28 IPS5R1 Sin contaminacion  Coccobacillus Positivo Negativo Negativo
29 HB5(1)  Sin contaminacion Coccobacillus  Negativo Negativo Negativo
Anexo 2. Seleccién y purificacion de bacterias candidatas a probidticos.
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Anexo 3.  Muestras positivas del ensayo hemolitico, B-hemdlisis y a-

hemdlisis.

Anexo 4.  Capacidad inhibitoria de bacterias candidatas a probiéticos frente

a bacterias patdgenas, utilizando la técnica de pocillos.
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Anexo 5.  Muestras positivas de la enzima proteasa

62



	I INTRODUCCIÓN
	II REVISIÓN DE LITERATURA
	2.1  Biología
	2.2  Taxonomía
	2.3 Hábitat y Distribución
	2.4  Hábitos alimenticios
	2.5  Aspectos reproductivos
	2.6  Patologías de la trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss)
	2.7 Yersinia ruckeri
	2.8 Flavobacterium psychrophilum
	2.9 Aeromona salmonicida
	2.10  Weissella ceti
	2.11  Probióticos en la acuicultura

	III MATERIALES Y MÉTODOS
	3.1 Material biológico.
	3.2 Infraestructura, equipos y materiales.
	3.3 Población y muestra
	3.3.1 Población.
	3.3.2 Muestra.

	3.4 Métodos
	3.4.1  Lugar de ejecución.
	3.4.2 Toma de muestra de trucha arcoíris.
	3.4.3 Aislamiento de bacterias candidatas a probióticos
	3.4.4 Evaluaciones bioquímicas de bacterias candidatas a probióticos
	3.4.5 Tinción de Gram
	3.4.6 Catalasa
	3.4.7 Oxidasa
	3.4.8 Actividad hemolítica


	Tabla  1. Clasificación y descripción de actividad hemolítica de las bacterias candidatas a probióticos.
	3.4.9 Tolerancia al pH gastrointestinal
	3.4.10 Antagonismo con bacterias patógenas
	3.4.11 Sensibilidad antibiótica

	Tabla  2. Clasificación de los antimicrobianos por diámetro de inhibición en disco de difusión
	3.4.12 Ensayo proteolítico
	3.4.13 Ensayo amilásico
	3.4.14 Extracción de ADN bacteriano PBS 1X
	3.4.15 Electroforesis
	3.4.16 PCR 16S rRNA

	Tabla  3. Cálculos de cantidades en PCR (reacción en cadena de la polimerasa)
	3.4.17  Secuenciamiento y análisis de nucleótidos

	Tabla  4. Códigos de secuenciamiento
	IV RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	4.1 Aislamiento y purificación de bacterias
	4.2 Técnica para el diagnóstico de bacterias probióticas
	4.3 Actividad hemolítica

	Tabla  5. Evaluación de bacterias candidatas a probióticos con actividad hemolítica
	4.4 Tolerancia al pH gastrointestinal

	Tabla  6. Resultados de la tolerancia al pH gastrointestinal
	4.5  Antagonismo

	Tabla  7. Resultados de inhibición de bacterias patógenas in vitro
	Figura 1. Bacterias candidatas a probióticos con halos de inhibición frente a tres patógenos
	4.6 Sensibilidad antibiótica

	Tabla  8. Sensibilidad antibiótica a bacterias candidatas a probióticos
	4.7 Ensayo proteolítico

	Tabla  9.  Resultados del ensayo proteolítico
	4.8 Ensayo amilásico

	Figura 2. Ensayo amilásico. K: se observó nula producción de amilasa, representada por una coloración azul-negro
	Tabla  10. Resultados del ensayó amilolítico
	4.9 Identificación molecular de bacterias candidatas a probióticos

	Figura 3. Gel de electroforesis (P) donde se puede observar: control positivo (C+), control positivo (C-), muestras (1-13), marcador de peso 1kb (MP).
	Tabla  11. Identificación molecular de bacterias candidatas a probióticos.
	V CONCLUSIONES
	VI RECOMENDACIONES
	VII   REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	VIII ANEXOS
	Anexo 1. Resultados de tinción de Gram, catalasa y oxidasa.
	Anexo 2. Selección y purificación de bacterias candidatas a probióticos.
	Anexo 3. Muestras positivas del ensayo hemolítico, β-hemólisis y α-hemólisis.
	Anexo 4. Capacidad inhibitoria de bacterias candidatas a probióticos frente a bacterias patógenas, utilizando la técnica de pocillos.
	Anexo 5. Muestras positivas de la enzima proteasa

